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Resumen 
El número de trasplantes de órganos está determinado por la disponibilidad de estos, y en concreto el riñón es uno 
de los órganos más demandados. En la actualidad, a pesar de los esfuerzos por aumentar el número de donantes de 
riñón, como consecuencia de los cambios demográficos y de la creciente incidencia de algunas enfermedades renales 
crónicas, la demanda es cada vez mayor, incrementándose las listas de espera de pacientes a la espera de un riñón. 
Una alternativa novedosa que se está estudiando es el uso de riñones embrionarios que se desarrollen in vivo. 
Además, el desarrollo de la criobiología, en concreto la vitrificación, abre en la actualidad la posibilidad de conservar 
órganos a largo plazo. El objetivo de este estudio es evaluar el efecto que dos medios de vitrificación distintos, el 
VM3 y el M22, presentan sobre el desarrollo in vivo de metanefros procedentes de embriones de 16 días de conejo 
de raza neozelandesa. Para ello, se extrajeron quirúrgicamente los metanefros de embriones de 16 días y se 
vitrificaron utilizando los medios de vitrificación VM3 y M22. Posteriormente, se realizaron las transferencias de los 
metanefros vitrificados y tras 3 semanas de crecimiento en los receptores se procedió a su extracción para su 
evaluación morfológica e histológica. El estudio histológico reveló la presencia de nefronas en todos los metanefros 
obtenidos. Este estudio permite concluir que tanto el medio de vitrificación M22 como el VM3 permiten el desarrollo 
in vivo de metanefros de 16 días. 
Ficha resumen del Trabajo 
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Resum 
El nombre de trasplantaments d'òrgans, està determinats per la disponibilitat d'òrgans i en concret el renyó és un 
dels òrgans més demandats. Actualment, malgrat els esforços per augmentar el nombre de donants de renyó, com a 
conseqüència dels canvis demogràfics i de la creixent incidència d'algunes malalties renals cròniques, la demanda és 
cada vegada més gran, incrementant-se les llistes d'espera als hospitals de pacients que esperen un renyó. 
Una de les alternatives que s'està estudiant és l'ús de renyons embrionaris que es desenvolupen in vivo. L'objectiu 
d'aquest estudi és avaluar l'efecte que dos medis de vitrificació diferents, el VM3 i el M22, presenten sobre aquest 
desenvolupament in vivo de metanefros procedents d'embrions de 16 dies de conilles de raça neocelandesa. Per a 
això es van extreure quirúrgicament els metanefros d'embrions de 16 dies i es van vitrificar utilitzant els medis de 
vitrificació VM3 i M22. Posteriorment es van realitzar les transferències dels metanefros vitrificats  conills adults. 
Després de 3 setmanes de creixement en els hostes es va procedir a la seua extracció, i els resultats van mostrar que 
no només els frescos proliferaven, sinó que també ho feien els vitrificats. A més, l'estudi histològic va revelar la 
presència de nefrones en tots els metanefros obtinguts. Aquest treball permet concloure que tant el medi de 
vitrificació M22 com el VM3 permeten el desenvolupament in vivo de metanefros de 16 dies. 
Palabras clave 




The number of organ transplants is determined by the availability of these, and specifically the kidney is one of the 
most demanded. Nowadays, despite the effort to raise the number of kidney donors, as a consequence of 
demographic changes and the increasing incidence of some chronic kidney diseases, the demand is growing, 
increasing the wait list of people awaiting a kidney. A novel alternative that is being studied is the use of embrionic 
kidneys developed in vivo. Furthermore, the development of cryobiology, especially vitrification, opens the 
possibility of long-term organ storage. The objective of this study is to evaluate the effect that two vitrification 
means, VM3 and M22, have upon the in vivo development in metanephros obtained from 16 day embryos. For this 
task, the metanephros of the 16-day embryos from rabbits were surgically extracted and vitrified using VM3 and 
M22. After that, the transferences of the vitrified metanephros were performed, and after three weeks of growth in 
the recipients the extraction was performed to evaluate their morphology and histology. The histologic study 
revealed the presence of nephrons in all of the obtained metanephros. This study allows to conclude that both 
vitrification means allow the in vivo development of 16-day metanephros. 
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1. INTRODUCCIÓN Y 
OBJETIVOS 
1.    INTRODUCCIÓN 
 
1.1.  Situación actual de las enfermedades renales crónicas 
A día de hoy entre un 5 y 7% de personas en todo el mundo sufren alguna enfermedad renal 
crónica (Xinaris y Yokoo 2014). Desde los años 70, la situación de los enfermos renales crónicos ha 
mejorado de forma notable, de manera que si antes morían irremediablemente, a día de hoy se 
dispone de tratamientos sustitutivos de la función renal dañada en los mismos que prolonga la vida 
considerablemente (A.L.M. de Francisco, 2011). Estos tratamientos sustitutivos; hemodiálisis y 
diálisis peritoneal, tan sólo corrigen parcialmente el daño, mejorando la calidad de vida de los 
enfermos, pero son incapaces de restablecer la función renal, lo cual hasta ahora sólo se consigue 
con el trasplante de riñón (Jofré, 1999). 
 
Según se recoge en el último informe del Registro Español de Enfermos Renales (R.E.E.R, 2010) de 
la Sociedad Española de Nefrología  y la Organización Nacional de Trasplantes, la incidencia de 
nuevos pacientes se ha estabilizado, siendo en el año 1999  de 126 pacientes por millón (ppm) y en 
el 2009 de 129 pmp, de los cuales el 85,1% son tratados mediante hemodiálisis, el 12,2% mediante 
diálisis peritoneal y el 2,8% restante mediante trasplante renal. Sin embargo, la prevalencia no está 
estabilizada; incrementándose el número de ppm que son tratados con tratamiento renal 
sustitutivo. Este ascenso queda patente al observar la evolución desde el año 2001 a 2009, con un 
incremento de los ppm de 885 a 1039. 
 
A pesar de que el porcentaje de trasplantes es menor que el de hemodiálisis y diálisis peritoneal, el 
trasplante renal es la forma más óptima de tratamiento sustitutivo para los enfermos renales 
crónicos, pues como se ha descrito anteriormente,  además de recuperar la función renal, es la 
opción más económica: el trasplante supone un gran coste el primer año (semejante a los 
tratamientos de diálisis), pero en los subsiguientes años el coste se reduce hasta un 20% (A.L.M. de 
Francisco 2011). La hemodiálisis y la diálisis peritoneal sin embargo, además de que  no suponen 
una solución a largo plazo a los enfermos crónicos, afectan al estilo de vida de los pacientes y 
suponen un gasto mucho mayor con el tiempo que el trasplante. A pesar de ello la diálisis 
peritoneal se presenta como la segunda opción más rentable después de los trasplantes, como se 
refleja en la Tabla 1. (Villa et al., 2011). 
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Tabla 1. Incidencia anual, prevalencia y costes agregados en 2010 en España (Villa et al., 2011) 
 
HD PD Tx 
Incidencia estimada(pacientes) 5409 822 2317 
Prevalencia estimada (pacientes) 22582 2420 24761 
Costes anuales incidencia (en €) 2651 1808 38313 
Costes anuales prevalencia (en €) 37968 25826 6283 
Costes agregados (en millones de €) (Costes indirectos no 
incluidos) 
1077 85 244 
Costes agregados (%) (Costes indirectos no incluidos) 77 6 17 
Costes agregados (en millones de €) (costes indirectos 
incluidos) 
1327 109 393 
Costes agregados (%) (costes indirectos incluidos) 73 6 21 
HD: Hemodiálisis; PD: Diálisis peritoneal; Tx: Trasplante renal 
 
 
El hecho de que se lleven a cabo más tratamientos de diálisis que trasplantes en los enfermos 
renales crónicos se debe a que la demanda de órganos supera al número de donantes (vivos o 
muertos), y  las listas de espera para ser trasplantado a día de hoy son cada vez más largas (Barnett 
y Mamode, 2011). Sólo en los Estados Unidos docenas de personas mueren cada día esperando 
para ser trasplantados, muertes especialmente trágicas ya que podrían ser evitadas si se dispusiera 
de los órganos necesarios (Caplan, 2008). En concreto, más de 89,000 personas en Estados Unidos 
está a la espera de un trasplante de riñón, por lo que la necesidad de alternativas al trasplante 
alogénico renal es evidente (OPTN, 2010). 
 
En cuanto a la situación en España, a pesar de que es uno de los países que más trasplantes lleva a 
cabo, la Organización Nacional de trasplantes (2013) anotó, como se muestra en la Figura 1.1,  un 
total de 4293 personas en listas de espera para un trasplante renal, de los cuales sólo se realizaron 
2551, cubriendo tan sólo a poco más de la mitad de la demanda.  
 




 Figura 1.1. Número de personas en lista de espera para trasplante renal y número de trasplantes renales 
realizados desde 1991 hasta 2012 en España (ONT, 2013). 
 
 
1.2.  Alternativas al déficit de órganos  
El número de trasplantes necesarios  en los últimos años, ha aumentado dramáticamente, en 
concreto los trasplantes de riñón. Sin embargo el factor limitante sigue siendo el déficit de órganos, 
pues la demanda es superior a la disponibilidad de estos (Bottomley et al., 2005). Dada la 
prevalencia de enfermos renales crónicos y el  déficit de órganos disponibles, son muchas las 
alternativas evaluadas, una de ellas es el xenotrasplante (Hammerman, 2002). Más recientemente, 
los últimos avances sobre la biología de desarrollo del riñón además de las novedosas estrategias 
en el campo de la medicina regenerativa, están permitiendo un notable desarrollo en alternativas 
potenciales a la escasez de riñones (Xinaris y Yokoo, 2014). Una de estas alternativas es el 
trasplante de metanefros (riñones embrionarios) en receptores adultos (Hammerman, 2004) así 
como la construcción de un riñón fetal a partir de suspensiones de células simples procedentes de 
estos (Matsumoto et al., 2012; Xinaris  y  Yokoo, 2014), en la cual la ingeniería tisular tiene un papel 
clave. Siguiendo el fundamento de esta estrategia, otra alternativa que se ha propuesto  consiste 








La primera opción considerada como posible solución a la falta de disponibilidad de órganos, ha 
sido el uso de xenotrasplantes de riñón (Hammerman, 2002). El problema de esta alternativa al 
alotrasplante son los grandes desafíos inmunológicos que presenta al tratarse de especies distintas. 
Hasta la fecha los xenoinjertos renales clínicos llevados a cabo han utilizado donantes primates, sin 
embargo estos nunca serán donantes idóneos por razones principalmente éticas (Samstein  y  Platt, 
2001). Por este motivo, una alternativa al uso de primates es el uso de riñones porcinos debido a 
que humanos y cerdos tienen un tamaño comparable y comparten parcialmente la fisiología renal 
(Hammerman, 2002). Además se dispone de estos animales en abundancia y  pueden producirse 
libres de patógenos, por lo que se ha propuesto a esta especie como donante ideal para el 
trasplante de riñón (Samstein y Plat, 2001).  Desafortunadamente, el trasplante de órganos 
vascularizados, resulta problemático debido al proceso de rechazo vascular hiperagudo y agudo 
que se desencadena, resultado de la unión de los anticuerpos xenorreactivos preformados o 
naturales presentes en las células en circulación del receptor, seguido de la activación  del sistema 
complemento del mismo (Hammerman 2002). Por ello en la actualidad el rechazo vascular 
representa el principal obstáculo para el uso de órganos porcinos en huéspedes humanos: multitud 
de procesos implicados como causa del rechazo vascular agudo reflejan una fundamental 
incompatibilidad entre las proteínas del huésped y el sistema de proteínas y endotelio vascular del 
donante (Hammerman, 2002).  
Debido a que el xenotrasplante convencional requiere una constante y fuerte inmunosupresión 
para evitar el rechazo humoral producido al pasar la barrera xenogenética (Cascalho y Platte, 2001), 
la cual puede además desencadenar distintos efectos secundarios inluyendo carcinogenicidad e 
infecciones severas, se ha propuesto el trasplante de riñones embrionarios como una terapia al 
remplazo de órganos (Xinaris y Yokoo, 2014). Estos aún no disponen de una irrigación sanguínea 
desarrollada completamente, de modo que no se desencadena el rechazo vascular agudo e 
hiperagudo que tiene lugar en los xenotrasplantes (Bottomley et al., 2005). En resumen, el 
trasplante de metanefros  en desarrollo presenta una serie de ventajas destacables frente al de 
riñón adulto (Xinaris y Yokoo, 2014): 
- En primer lugar, si el metanefro en desarrollo es obtenido en un estadío lo suficientemente 
temprano,  se espera que  las células presentadoras de antígeno (APCs), las cuales median 
el reconocimiento del alo-antígeno o xeno-antígeno, no estén presentes, ya que el embrión 
aún no las habría desarrollado (Naito, 1993). 
- La siguiente ventaja es que los antígenos del donante, como los antígenos del MHC de clase 
I y II probablemente no estén expresados en el metanefro en desarrollo del mismo modo 
en el que lo están en un riñón adulto (Statter et al., 1989). 
 




- El tercer punto a favor que tiene el trasplante de metanefros es la vascularización por parte 
del huésped que reciben los riñones embrionarios trasplantados (Rogers, y Hammerman, 
2001). 
Además, en comparación con las alternativas basadas en el uso de  células madre embrionarias 
(ESC) o células pluripotentes inducidas (iPCs), el trasplante de metanefros es también ventajoso por 
las siguientes razones: 
- No es necesario  dirigir la diferenciación y no hay riesgo de formación de teratomas 
(Hammerman 2007) 
- Las células metanéfricas están ya genéticamente programadas para el desarrollo del riñón, 
por lo que se evitaría la necesidad de preprogramar a las células (Xinares y Yokoo, 2014). 
Los estudios realizados con metanefros han mostrado la supervivencia, el crecimiento, la 
maduración, la vascularización  y la función del menatefro tras el trasplante demostrando que la 
organogénesis renal puede ocurrir bajo estas condiciones y que el resultado es la obtención de un 
órgano vascularizado funcional (Hammerman 2002). Por ello, dadas las ventajas que tienen estos 
riñones en desarrollo, sumada a la idea del xenotrasplante de utilizar donantes de otras especies 
surge la idea de realizar xenotrasplantes de metanefros que remplacen la función de órganos 
enfermos (Hammerman, 2011). Con esta idea Hammerman (2002) llevó a cabo tanto trasplantes 
concordantes (rata-ratón) como discordantes (cerdo-roedor), obteniendo en ambos casos  
resultados positivos y demostrando que el trasplante de primordios embrionarios, incluso entre 
especies distintas puede dar lugar a un órgano funcional. Además, los resultados más recientes 
obtenidos que apoyan la funcionalidad de los metanefros desarrollados in vivo muestran que estos 
son capaces de mantener la presión sanguínea en ratas anéfricas con hipotensión aguda inducida, 
así como de reducir la calcificación vascular en ratas con fallo renal crónico (Yokote et al., 2012), 
sugiriendo que el metanefro trasplantado cumple múltiples funciones renales además de la 
producción de orina (Xinaris y Yokoo, 2014).  
Otra estrategia relacionada con la anterior que combina conocimientos de ingeniería tisular junto 
con los avances en el conocimiento de la biología del desarrollo ha mostrado que suspensiones de 
células aisladas de metanefros murinos pueden llegar a organizarse in vitro y dar lugar a un tejido 
fetal que contiene nefronas inmaduras y tubos colectores (Unbekandt y Davies, 2010). Este 
abordaje, tanto para generar tejido fetal como maduro,  se fundamenta en la capacidad intrínseca 
de las células para organizarse en estructuras complejas (Eiraku et al., 2011; Suga et al., 2011). Los 
resultados llevados a cabo para la generación de tejido fetal renal a partir de los metanefros, han 
demostrado que el cultivo de líneas celulares del epitelio renal en geles de matriz extracelular 
 




Figura 1.2. Diseño experimental para la obtención de organoides a partir de células de 
riñones murinos (XInaris et al., 2012) 
puede inducir a estas para crear túbulos ramificados ya sea por el metanefro completo o el 
mesénquima metanéfrico, similares a los presentes en metanefros normales (Steer y Nigam, 2004). 
Con un abordaje similar al anterior, recientemente se ha dado un paso hacia delante al demostrar 
que organoides construidos in vitro a partir de suspensiones de células metanéfricas pueden ser 
integrados en el riñón de un receptor vivo y dar lugar a glomérulos vascularizados así como llevar a 
cabo funciones especificas del éste, tales como la filtración glomerular, la reabsorción tubular de 
macromoléculas y la producción de eritropoyetina (EPO) (Xinaris et al., 2012). En este caso para 
conseguir la completa glomerulogénesis es necesario suministrar factor de crecimiento endotelial 
vascular (VEGF) tanto a la suspensión de células metanéfricas como al receptor una vez la 
suspensión de células ha sido implantada en el riñón (Xinaris et al., 2012), siguiendo el 




Sin embargo, a pesar de los resultados anteriores, para que el trasplante de tejido metanéfrico 
rudimentario sea clínicamente aplicable, todavía han de superarse numerosos desafíos, tales como 
que estos tejidos trasplantados puedan dar lugar a órganos en 3D con el aspecto, volumen y 
anatomía propios de los riñones humanos, que se lleguen a integrar completamente en el receptor 
 




e induzcan la mínima respuesta inmune y sean vascularizados por los vasos de éste, además de que 
las nefronas resultantes estén vinculadas al sistema colector de drenaje (Xinaris y Yokoo, 2014). 
Una última alternativa también derivada de la ingeniería tisular para que el riñón generado sea 
totalmente implantable y permanente, es el desarrollo de un scaffold totalmente biocompatible 
que facilite el injerto celular y la función, además de permitir la integración completa en el receptor 
(Song et al., 2013). Por ello  y en base a la experiencia previa en el uso de scaffolds de matriz 
extracelular en corazón (Ott et al., 2008) y pulmones (Ott et al., 2010) completos, se ha 
hipotetizado que la matriz extracelular del riñón nativo del futuro receptor, podría proporcionar el 
scaffold para el posterior subcultivo celular. Para ello se realiza la perfusión con detergentes  del 
riñón completo, de manera que éste funcione como scaffold, pero sin provocar la disrupción  de la 
ultraestructura vascular, glomerular y tubular (Figura 1.3.). Posteriormente el scafflod se  repoblaría 
con células endoteliales y epiteliales y, tras unos días en cultivo se ha demostrado que el riñón 
regenerado produce orina. Estos resultados sugieren por tanto que los riñones cadavéricos o 
dañados podrían ser descelurarizados para funcionar como scaffolds, que al ser repoblados con 






1.3.  Conejo como modelo animal 
El uso de animales en biomedicina está recomendado para el perfeccionamiento y validación de los 
procedimientos existentes, el desarrollo de materiales y la comprensión de ciertos procesos 
fisiológicos y patológicos, ya que no hay modelos in vitro capaces de reproducir la complejidad del 
organismo humano (Calasans-Maia et al., 2009). 
Figura 1.3. Riñones antes y después de ser descelularizados.  A. Riñón porcino. B. Riñón humano 
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El conejo (Oryctolagus cuniculus) (Figura 1.4),  es un animal más cercano filogenéticamente a los 
primates que los roedores (Graur et al., 1996) además de ser genéticamente más diverso, lo que 
hace que sea un modelo más cercano a los humanos (Bosze,  and Houdebine,  2006).  Después de 
los  ratones (59,3%) y las ratas (17,7%), el conejo representa el tercer mamífero experimental 
utilizado con mayor frecuencia (2,78%) en la Unión Europea (Fischer et al., 2012). Presentan 
además una serie de ventajas que lo hace ser un modelo animal comúnmente utilizado (Calasans-
Maia et al., 2009): 
-  Son fáciles de manipular y transportar 
- Permiten trabajar con un número elevado de individuos,  
- Tienen un ciclo vital corto (gestación, lactancia y pubertad)  
- Permiten la estandarización genética y del ambiente  
- Son relativamente baratos de adquirir y mantener en comparación con otros modelos 










                              Figura 1.4. Conejo blanco de la raza Neozelandés 
 
 
En cuanto al ciclo reproductivo, como se ha dicho es corto, por cada 14-16 días de fertilidad, son 
infértiles 1-2 (Pearce et al., 2007), aunque este tiempo está influido por la nutrición, la luz, la 
temperatura, el estimulo sexual y las variaciones individuales (Cardoso et al., 2007). El tiempo de 
gestación es entre 30-32 días, y el tamaño de camada alrededor de 10 gazapos (Calasans-Maia et 
al., 2009). Además el conejo es una de las pocas especies en las que se induce la ovulación 
mediante el apareamiento (o estimulo hormonal en su defecto, lo que resulta en el conocimiento 








1.4.  Conservación de órganos 
El  almacenamiento a largo plazo de  órganos humanos o de sus sustitutos para el subsiguiente 
trasplante es un objetivo muy buscado y de gran interés (Smith, 1954; Starzl, 1970; Karow, 1974). 
Aunque es difícil, se trata de una meta crucial en parte porque los límites actuales en los tiempos 
de almacenamiento de órganos antes del trasplante reducen sustancialmente la efectividad 
además de aumentar el coste del reemplazo de órganos (Khirabadi y Fahy, 2000). Estos problemas 
podrían ser eliminados si los órganos fueran almacenados durante tiempos  más cortos que los 
actuales tiempos de espera. Además, los biobancos facilitarían el control de las existencias, así 
como la distribución de órganos y tejidos (Bottomley et al., 2005). En este terreno entra en juego la 
crioconservación, la cual representa una herramienta esencial para resolver el gran problema en la 
medicina de trasplantes, que es la falta de órganos disponibles en relación con el número total de 
trasplantes necesarios en un momento concreto (Fahy  et al., 2004). 
Gracias a los  avances en la tecnología de vitrificación, parece  posible crioconservar órganos 
enteros (Fahy et al., 2004), aunque lograr la total viabilidad tras el trasplante es un reto complicado 
debido al proceso de desvitrificación (Fahy et al., 2009). Hasta la fecha las únicas estructuras 
macroscópicas que han mostrado resultados favorables tras ser vitrificadas son pequeños ovarios 
(Sugimoto et al., 2000; Salehnia, 2002; Migishima et al., 2003), (Courbiere et al., 2005), vasos 
sanguíneos (Song et al., 2000), válvulas cardíacas (Brockbank y Song, 2004), y córneas (Armitage et 
al., 2002). También se han realizado estudios sobre la vitrificación de riñón, órgano que requiere 
anastomosis vascular inmediata para el trasplante, aunque en este caso sólo un riñón sobrevivió al 
proceso de vitrificación (Fahy et al., 2009).  
Además de los riñones procedentes de donantes, la aparición de nuevas alternativas al déficit de 
órganos junto con la disponibilidad de un biobanco para su almacenamiento, en teoría podría 
aumentar radicalmente la esperanza de vida media incluso en ausencia de cualquier mejora en la 
mitigación de los procesos de envejecimiento en un nivel fundamental (Fahy, et al., 2006). En el 
único experimento desarrollado en rata encontrado sobre la crioconservación de metanefros, se ha 
descrito que tanto la congelación como la vitrificación presentaban inconvenientes, ya que el 
primer método producía daños como consecuencia de la formación de hielo, mientras que los 
daños del segundo eran consecuencia de la toxicidad (Bottomley et al., 2005).  En resumen, estos 
resultados sugieren que es necesaria la optimización de los métodos actuales de crioconservación 
(Bottomley et al., 2005). 
 
 




1.5.  Objetivos 
Los objetivos de este trabajo son los siguientes: 
- Evaluar el desarrollo de metanefros embrionarios de embriones de 16 días en receptores 
no inmunodeprimidos.  
- Estudiar el efecto de la vitrificación de los metanefros sobre su desarrollo empleando dos 





- 1. Introducción y objetivos -  
 
























































2. MATERIAL Y 
MÉTODOS 
Figura 2.2. Embrión de 16 días 
2. MATERIAL Y MÉTOD 
Todos los productos químicos de este estudio fueron adquiridos de Sigma-Aldrich Química S.A. 
(Madrid, Spain)  a menos que se especifique lo contrario. Este estudio fue aprobado por el Comité 
de la Universidad Politécnica de Valencia Ética y Bienestar Animal. Todos los animales fueron 
manejados de acuerdo a los principios de cuidado de los animales publicados por españoles Real 
Decreto 53/2013 (BOE, 2013; BOE = BOE español). 
 
 
2.1. Recuperación de embriones 
Se escogieron  6 hembras de conejo de raza blanca de neozelaandesa (Oryctologus cuniculus) y  se 
inseminaron con 0,5mL de semen  de conejo de la misma raza con una concentración 40 millones 
de espermatozoides por mililitro  previamente recuperado. A continuación se indujo su ovulación 
mediante una dosis intramuscular de 1 μg de acetato de buserelina.  
 
Después de 16 días estas hembras fueron sacrificadas con una inyección de 0,6g de Pentobarbital  
sódico (Dolethal) en la vena marginal de la oreja, y se procedió a la extracción de los embriones 
implantados en el tracto uterino de las hembras (Figura 2.1), lavándolos en una solución con 
tampón fosfato salino (PBS), antibióticos (50µg/mL de estreptomicina y penicilina), 0,2%w/v 
albúmina sérica bovina (BSA) y  0,132g/L cloruro cálcico (CaCl) (Figura 2.2). A continuación los 
embriones fueron pesados, y uno de ellos se fijó en solución de fijación de formalina al 10% (que 




AT IAL Y MÉTOD S 
Figura 2.1. Tracto uterino con embriones de 16 
días 
 




Figura 2.4. Metanefros de 16 días 
Figura 2.5. Método del mínimo volumen en Cryotop 
Figura 2.3. Disección quirúrgica de un embrión para 
la extracción de los metanefros 
2.2. Obtención de metanefros 
Una vez recuperados los embriones, estos fueron diseccionados quirúrgicamente empleando un 
estereomicroscopio, colocando al embrión en posición decúbito supino y utilizando las técnicas 
previamente descritas para ello por Rogers et al. (1991) para la obtención de  los metanefros 
(Figura 2.3).  A continuación fueron lavados en la misma solución descrita anteriormente, como se 





2.3. Vitrificación de metanefros (M22 y VM3) 
La vitrificación fue llevada a cabo utilizando el método de mínimo volumen esencial (MEV), usando 
para ello el Cryotop (Figura 2.5) como soporte (Kuwayama et al., 2005).  Se utilizaron dos medios de 
vitrificación, el M22 (Fahy et al., 2009) y el VM3 (Fahy et al., 2004), cuyas composiciones se 









Tabla 2. Composición de las soluciones de vitrificación M22 y VM3 
 Composición 
  M22 VM3 
Dimetil sulfóxido 2,855 M 2,855 M 
Formamida 2,885 M 2,885 M 
Etilenglicol 2,713 M 2,713 M 
N-Metilformamida 0,508 M - 
3 methoxy-1,2-propanodiol 0,377 M - 
Polivinil pyrrolidone  K12 2,8 % w/v 7% w/v 
X-100 ice blocker 1% w/v 1% w/v 
Z-100 ice blocker 2% w/v 1% w/v 
Molaridad Total 9,345 M 8,41 M 
 
En el caso del medio VM3, los metanefros eran primero expuestos durante 3 minutos en una 
solución de equilibrio que contenía 1,7% w/v de etilenglicol (EG), 1,3% w/v de formamida, 2,2% w/v 
de dimetil sulfóxido (DMSO), 0,7% w/v de PVP K12 (polivinil pirrolidona de Mr 5000 Da) y 0,1% w/v  
de Super-Cool X-1000 y Super-Cool Z-1000 (ice blockers) en medio base (BM: Tampón fosfato 
bovino sin CaCl (DPBS) + 20% suero fetal bovino). A continuación, se pasaban durante 1 minuto a 
una solución que contenía 4,7% w/v EG, 3,6% w/v formamida, 6,2% w/v DMSO, 1,9% w/v PVP K12 y 
0,3 w/v de ice blockers en medio base. Por último, los metanefros se transferían durante otro 
minuto a otra solución de vitrificación de 16,84% w/v EG, 12,86% w/v formamida, 22,3% w/v 
DMSO, 7% w/v PVP K12 y 1% w/v de ice blockers en medio base. Después del último paso, los 
metanefros fueron uno a uno  colocados en el Cryotop con la ayuda de una micropipeta y 
vitrificados en nitrógeno líquido, donde estuvieron almacenados durante 1 mes. 
 
Para la vitrificación con M22 se adaptó un protocolo de Fahy et al. (2009) también se realizaban 
tres pases en concentraciones crecientes de crioprotectores como en el VM3. En el primer paso los 
metanefros eran expuestos durante 3 minutos en una solución que contenía 2,07% w/v de DMSO, 
1,19% w/v de formamida, 1,56% w/v de EG, 0,28% w/v de N-metilformamida, 0,37% w/v de 3-
metoxi-1,2-propanidiol (PROH), 0,26% w/v de PVP-K12, 0,09% w/v  de X-100 y 0,19% w/v de Z-100 
en medio base. A continuación se pasaban durante 1 minuto a una solución compuesta por 5,85% 
w/v de DMSO, 3,37% w/v de formamida, 4,42% w/v de EG, 0,79% w/v de N-metilformamida, 1,05% 
w/v de (PROH), 0,73% w/v de PVP-K12, 0,26% w/v de X-100 y 0,52% w/v de Z-100 en medio base. 
Por último los metanefros eran transferidos a una última solución de vitrificación que contenía 
22,305% w/v de DMSO, 12,86% w/v de formamida, 16,84% w/v de EG, 3% w/v de N-
metilformamida, 4% w/v de PROH, 2,8% w/v de PVP-K12, 1% w/v de X-100 y 2% w/v de Z-100 en 
 




medio base. Tras este último paso, los metanefros fueron vitrificados del mismo modo que se ha 
descrito anteriormente. 
 
En resumen, el primer pase de ambos medios era una solución al 6% del la solución de vitrificación 
durante 3 minutos; en el segundo la concentración de la solución de vitrificación aumentaba al 
13,2% donde los metanefros permanecían durante 1 minuto; para finalizar, en el último pase se 







Previa a la transferencia de los metanefros vitrificados, estos tuvieron que desvitrificarse. Para 
llevar a cabo la desvitrificación, los metanefros fueron colocados en una solución compuesta  de 
1,25M de sacarosa en medio base (BM) (TCM 199 y suero fetal bovino  al 20%) durante 1 minuto y 
a continuación transferidos a  soluciones decrecientes de sacarosa (0.6, 0.3, 0.15 y 0 M de sacarosa 
en BM) durante 30 segundos, como se describe en la Figura 2.7. Después del último pase, los 
metanefros se sumergieron en PBS hasta su transferencia en el receptor. 
 
 
• 6 % 
• 3 min  
 Paso 1 
• 13,2 % 
• 1 min 
 Paso 2 
• 65 % 
• 1 min 





















Figura 2.6. Esquema del procedimiento de vitrificación en 3 pasos 
Figura 2.7. Esquema del proceso de desvitrificación en 5 pasos 
 




2.5. Transferencia del metanefro 
La transferencia de los metanefros se llevó a cabo por laparoscopía. El equipo utilizado para ello fue 
un Laparoscopio Hopkins ® que es un laparoscopio de visión recta, de 30 cm de longitud con un 
canal de trabajo de 5 mm (Karl Storz Endoscopia Ibérica SA Madrid). Previamente las hembras 
receptoras fueron sedadas mediante una inyección intramuscular de 16 mg de Xilazina (Rompun, 
Bayer AG, Leverkusen, Alemania). Como preparación quirúrgica para la laparotomía, la anestesia se 
realizó mediante la inyección intravenosa de 16-20mg de clorhidrato de ketamina (Imalgene ®, 
Merial, SA, Lyon, Francia) en la vena marginal de la oreja. A continuación, la región abdominal de 
los animales fue rasurada y  estos fueron posicionados en una tabla de operaciones en posición 
vertical (cabeza abajo en un ángulo de 45º). De este modo se aseguró que el estomago y los 
intestinos no dificultaran la visión. El trocar y los fórceps se insertaron en la cavidad abdominal. Al 
retirar el trocar el abdomen se insufló con CO2 y a continuación se insertó el endoscopio. Con la 
ayuda de los catéteres, los metanefros fueron colocados en el tejido graso de los animales 
posicionándolos lo más cerca en la medida de lo posible de la arteria renal, para que la irrigación se 
viera más  favorecida. 
 
La deposición de los metanefros tuvo lugar en ambos lados del animal, izquierdo y derecho, de 
manera que por cada hembra se transfirieron entre 5 y 12 metanefros a un total de 7 hembras. 
Para eliminar el posible ‘efecto hembra’, a cada lado de las receptoras se les transfería un tipo de 
metanefros (vitrificados en M22, VM3 o frescos). 
 
El número total de metanefros transferidos fue de 22 metanefros frescos, 20 metanefros 
vitrificados con M22 y 20  metanefros vitrificados con VM3. 
 
 
2.6. Valoración histológica 
Inmediatamente tras la extracción de los metanefros, estos se fijaron durante una semana en 
solución de Bouin (Chem-Lab) (Figura 2.8). Pasado este tiempo se llevó a cabo la deshidratación de 
los mismos y a continuación fueron embebidos en parafina. Posteriormente fueron cortados con el 
micrototomo a 7 µm, y teñidos siguiendo el protocolo clásico de hematoxilina-eosina. 
Paralelamente se hizo lo mismo con un riñón procedente de un embrión de 37 días (Figura 2.9), de 
manera que funcionara como  control.  
 




Figura 2.8. Tubos de ensayo con los metanefros extraídos en 
solución de fijación de Bouin 
Finalmente se observaron todos los cortes histológicos al microscopio óptico, evaluando la 





2.7.   Análisis de los datos 
Dado que el número de metanefros transferidos en este experimento fue reducido, se llevó a cabo 
un análisis descriptivo expresando los resultados como el porcentaje de desarrollo de cada tipo de 














Figura 2.9. Riñón control de 37 días 
 











































































Tras realizar la deshidratación y posterior tinción con hematoxilina-eosina del embrión de 16 días 
que se fijó (Figura 3.1), se puede observar la posición del metanefro en el interior de éste así como 
su aspecto del embrión, de manera que pueden apreciarse ya las estructuras que darán lugar a las 













Después de 21 días de transferencia de los metanefros, las receptoras fueron sacrificadas para 
evaluar si se había producido el desarrollo de los metanefros transferidos, y en ese caso, 
cuantificarlo. Como se observa en la Figura 3.3, todos los metanefros que se habían desarrollado 
estaban notablemente irrigados por el sistema vascular de las receptoras. 
 












Figura 3.2. Metanefro de un embrión de 16 días bajo 
microscopio óptico 
 
Figura 3.1. Histología de un embrión de 16 días  
 
Figura 3.3. Metanefro transferido durante 21 días 
irrigado por el sistema vascular de la receptora 
 




 El número total de metanefros frescos que habían proliferado era de 12 y en el caso de los 
metanefros vitrificados se recuperaron 7 que habían sido vitrificados con M22 y 5 que habían sido 






Teniendo en cuenta el número de metanefros que fueron transferidos, el porcentaje  fue del 55,5%  
para los metanefros frescos, mientras que en el caso de los vitrificados con M22 y con VM3 resultó 
de un 35,0% y de un 25,0% respectivamente. Estos resultados demuestran que los metanefros 
vitrificados mantienen la capacidad de desarrollo tras su implantación, siendo esta ligeramente 
inferior a la de los metanefros frescos. 
 
En lo referente al tamaño de los metanefros extraídos, éste era poco homogéneo incluso dentro del 
mismo tipo, como se aprecia en la Figura 3.4. Si bien, el tamaño fue mayor en el caso de los frescos 
comparados con  los vitrificados, aunque de menor  tamaño que el riñón control de 37 días. En 
cuanto al color y la textura, se observaba homogeneidad  en los tres grupos. Sin embargo, tras 
realizar el análisis histológico sí que se observaron ligeras diferencias en cuanto a los tres grupos y 
el control. La Figuras 3.5 y 3.6. muestran la imagen de la corteza del riñón control y de un 
metanefro fresco respectivamente. En ambos casos se observa un  gran número de nefronas y 
estructuras glomerulares, si bien en  el riñón control se evidencia un mayor grado de diferenciación 
celular y desarrollo, que en el caso del metanefro transferido. 
 
Figura 3.4. Metanefros extraídos tras 21 días de transferencia. De izquierda a derecha, en la primera 
placa se encuentran los metanefros frescos recuperados  tras 21 días de implantación en los conejos 
adultos, un total de 1. En la segunda placa se encuentran los 7 recuperados que habían sido vitrificados 
en medio M22 y en la última los 5 vitrificados en VM3. 
 




Figura 3.5. Imagen de la corteza del riñón control de 37 días, en el que 













Este retraso en el desarrollo en cuanto al control se incrementa al observar los metanefros 
vitrificados con M22 (Figura 3.7.) y  los VM3 (Figura 3.8). Al comparar los metanefros vitrificados 
frente a los frescos sí que se observan diferencias. Mientras que los metanefros vitrificados con el 
medio VM3 presentaban una estructura celular similar a la de los frescos, tanto en la zona medular 
Figura 3.6. Imagen de la corteza de un metanefro fresco en el que se indican 
las nefronas mediante las flechas verdes 
 




 como en la corteza, los metanefros vitrificados con el medio M22 presentaban una vacuolización 














Figura 3.7. Metanefro vitrificado con M22. Las flechas negras indican la presencia   
de vacuolas, y las nefronas aparecen indicadas con una flecha verde 
 



































































A pesar de los esfuerzos sustanciales para incrementar el número de donaciones de riñón, los 
cambios demográficos y la creciente incidencia de enfermedades crónicas como la diabetes hace 
que cada año la demanda de reemplazo renal aumente con respecto a la disponibilidad, creando 
una brecha cada vez mayor (Marshall et al., 2005).  Por esta razón, en los últimos años se han 
desarrollado una serie de nuevos enfoques para reducir este déficit, uno de ellos es el trasplante de 
primordios embrionarios que se desarrollen dentro del receptor (Marshall et al., 2005).   
Los experimentos anteriores han demostrado que la implantación de estos riñones embrionarios en 
receptores adultos tiene como resultado el desarrollo in vivo de estos, así como su vascularización 
(Hammerman 2002). El primer estudio a propósito de este tema fue llevado a cabo por Rogers et al. 
(1998), y reveló que el trasplante de metanefros procedentes de embriones de 15 días en ratas de 
Splage-Dawley, tras ser implantados durante 5 semanas en ratas adultas era exitoso. Además, 
Rogers y Hammerman (2001) fueron un paso más y demostraron que este crecimiento y 
diferenciación se daba también entre receptores de distintas especies, pues implantaron con éxito 
metanefros de 15 días de ratas de Lewis en ratones C57B1/6J. Siguiendo en la misma línea, Rogers 
et al. (2003) también demostraron la implantación con éxito de metanefros de 28 días procedentes 
de cerdos en cerdos adultos, así como en ratones C57B1/6J. En contraposición a estos autores que 
demostraron que el trasplante de metanefros no presentaba problemas inmunológicos, más 
recientemente Clancy et al. (2009), llevaron a cabo un estudio cuyos resultados confirmaban el 
hecho de que era posible el alotrasplante de metanefros en receptores adultos y la funcionalidad 
de los mismos (lo hicieron midiendo las tasas de filtración glomerular), pero que sin embargo los 
metanefros no eran menos inmunogénicos que los órganos adultos, si bien este rechazo era 
controlable. Años después, Matsumoto et al. (2012), realizaron un estudio en el que implantaron 
metanefros de 13 días de ratón C57BL/6 en ratas de Lewis inmunodeprimidas y no 
inmunodeprimidas, y analizaron la expresión de EPO. Los resultados fueron positivos en ambos 
casos y mostraron que estos niveles procedían de la migración de células del receptor, apoyando 
los estudios que demostraban la no inmonogenicidad de los riñones embrionarios además de la 
funcionalidad de los riñones embrionarios. Con respecto a nuestro estudio llevado a cabo con 
conejos no inmunodeprimidos, los experimentos de Rogers y Hammerman (2001) abalan los 
resultados obtenidos, pues se observó una clara irrigación sanguínea de los metanefros por parte 
del sistema vascular del receptor, además de un desarrollo notable reflejado no sólo en el aumento 
del tamaño tras la transferencia in vivo, sino también en la aparición de estructuras glomerulares.  
En cuanto a los resultados que mostró Clancy et al. (2009), en nuestro caso, aunque sólo se ha 
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medido el porcentaje de éxito de los metanefros transferidos sin tener en cuenta en cuenta otros 
análisis como la tasa de filtración glomerular que midieron estos autores, o la expresión de EPO 
(Matsumoto et al., 2012), el desarrollo y la maduración de los metanefros in vivo a nivel histológico 
que muestran nuestros resultados parecen indicar que no es un requisito esencial la 
inmunosupresión de los conejos. En resumen podemos decir que nuestros resultados suponen la 
demostración de que los el trasplante de metanefros en un receptor tiene como consecuencia el 
desarrollo de éste  en una especie que hasta la fecha nunca se había probado: el conejo. 
 Por otro lado, pensando en la aplicabilidad de esta alternativa en un futuro, aunque el metanefro 
podría ser recuperado inmediatamente antes del trasplante en humanos, sería preferible 
almacenarlo in vitro antes del éste (Fahy et al., 2009). Es por ello que la crioconservación supone 
una herramienta clave en este trabajo, en el cual se ha estudiado también cómo afectaría el 
proceso de vitrificación utilizando para ello dos soluciones distintas; M22 y VM3. Con esta premisa 
Rogers y Hammerman (2001) llevaron a cabo un primer experimento en el que se proponía 
almacenar in vitro metanefros de rata durante un periodo de 3 días, y que tuvo como resultado la 
producción de riñones quiméricos funcionales. Este primer intento, abrió una nueva puerta a otros 
investigadores que más recientemente han tratado de aplicar los nuevos avances en  criobiología 
para poder conservar metanefros a largo plazo. Esta necesidad impulsó a Bottomley et al. (2005) a 
llevar a cabo dos aproximaciones de crioconservación en metanefros de 15 días de ratas de Lewis: 
La congelación y la vitrificación usando el medio VS55. Los resultados metabólicos de este estudio 
fueron buenos tanto para los congelados como los vitrificados, sin embargo a nivel histológico la 
congelación reveló daños celulares, mientras que la vitrificación, aunque produjo menor daño, 
mostraba efectos tóxicos, lo que sugería que era necesaria la optimización de estos métodos, así 
como el desarrollo de medios de vitrificación menos tóxicos. Más adelante Fahy et al. (2009) 
utilizaron el medio M22 para la vitrificación de riñones de conejo, y aunque sólo tuvo éxito uno de 
ellos, demostró la supervivencia de éste al proceso de crioconservación y su viabilidad tras el 
posterior trasplante. Por este motivo, se creyó apropiado para nuestro estudio el uso de la solución 
de vitrificación M22, aunque en nuestro caso no difundimos el medio en los metanefros sino que 
los sumergimos en él. Además, para tener otro medio con el que comparar resultados, se eligió el 
VM3, descrito también por Fahy (2004), y caracterizado por tener una menor toxicidad que el 
anterior. Lo obtenido en nuestros resultados reveló que en metanefros vitrificados con ambos 
medios, se producía el desarrollo de estos una vez transferidos en el receptor, con unos 
porcentajes de éxito más o menos similares. Sin embargo, el análisis histológico de aquellos que 
habían sido vitrificados con M22 mostraba mayores daños, producto del proceso de 
crioconservación, como la vacuolización indicada anteriormente, así como el retraso en la 
 




maduración de las nefronas. Aunque se quería probar que los resultados utilizando el M22 tenían el 
éxito que tuvieron Fahy et al. (2009) con el riñón, nuestros resultados, a pesar de no ser negativos, 
muestran daños importantes debidos probablemente a que el tamaño del riñón desarrollado es 
mucho mayor que el del riñón embrionario, por lo que la toxicidad del medio M22 podría tener un 
mayor impacto en estos últimos, causando daños como la vacualización presente. Además, en 
nuestro caso sumergimos los metanefros en la solución de vitrificación, mientras que el protocolo 
seguido por Fahy et al. (2009) se basa en la difusión del medio en el interior del riñón, por lo que 
esto también podría haber influido en que los resultados sean distintos. Por el contrario, en los 
vitrificados con VM3 se observó una mayor similitud en comparación con los metanefros frescos y 
por tanto al control de 37 días utilizado: el número de nefronas así como el desarrollo de las 
mismas era prácticamente idéntico al observado en los metanefros frescos, y no se mostraban 
daños característicos del proceso de vitrificación. Estos resultados podrían ser debidos 
probablemente a la naturaleza menos tóxica de esta solución. Al observar la composición de ambos 
medios puede apreciarse que a pesar de son muy similares, difieren en una serie de puntos 
importantes: en el caso del M22 hay presencia de los compuestos N-metilfomamida y de 3 metoxy-
1,2-propanodiol, dos crioprotectores penetrantes y por tanto más tóxicos. El VM3 en cambio no 
está constituido por ninguno de estos dos crioprotectores, y la falta  de estos es suplida por un 
aumento de la concentración en favor de la polivinil pirrolidona K12 con respecto al medio M22, el 










































































Las conclusiones que se pueden extraer tras la realización de este trabajo son: 
- En primer lugar, que los metanefros se desarrollan en el receptor no inmunodeprimido tras 
su implantación y son capaces de formar estructuras glomerulares. 
- En segundo lugar, se demuestra que es posible almacenar metanefros a largo plazo 
mediante el proceso de vitrificación. Empleando ambos medios, VM3 y M22, para vitrificar 
metanefros de embriones de 16 días junto con el soporte "Cryotop" se obtuvo un 
porcentaje similar de desarrollo a las 3 semanas tras su transferencia en un receptor adulto 
sin inmunodeprimir. 


















































































6. PERSPECTIVAS DE  
FUTURO 
 6. 
El riñón es un órgano que presenta una compleja estructura cuyo correcto funcionamiento es 
íntimamente dependiente de que el crecimiento y diferenciación de sus células precursoras  se 
lleve a cabo de manera orquestada para que tenga lugar la formación de un órgano maduro que 
comprenda numerosos tipos celulares distintos (Hammerman, 2002). Debido al déficit de este 
órgano para cubrir a todos los enfermos renales crónicos, y dado que las terapias sustitutivas como 
la diálisis no ponen fin al problema, además de alterar el estilo de vida del enfermo, en la 
actualidad hay abiertas muchas líneas de investigación para aportar alternativas al trasplante 
convencional, algunas de las cuales se han explicado en este trabajo. 
Una de las líneas de investigación por la que más se apuesta es el uso de células madre 
embrionarias (ESC) o células pluripotentes inducidas (iPCs), sin embargo para que el uso clínico de 
este tipo de células sea viable, éstas deberían diferenciarse en formas maduras funcionales, lo cual 
hasta la fecha sólo se ha conseguido con muy pocos tipos celulares, concretamente con las células 
β-pancreáticas y los miocitos cardíacos (Kelly et al., 2011; Dambrot et al., 2011). La razón del poco 
éxito de estas terapias en el problema que se presenta radica en que en los programas de 
desarrollo que median la diferenciación de las células madre en células maduras intervienen 
numerosos factores que todavía se desconocen. Es por esta razón que elucidar estos programas de 
desarrollo celular para cada órgano, en concreto el riñón, supone un reto al que hacer frente de 
cara al futuro, de modo que puedan aportar en un futuro una solución viable al déficit presente.  
Dadas las incógnitas que quedan aún por resolver en el campo de la investigación con células 
madre, parece ser que la forma más práctica y que hasta la fecha ha mostrado resultados más 
prometedores para emplear la terapia celular con el fin de desarrollar un riñón maduro, es el uso 
de metanefros, los cuales están ya preprogramados para formar un riñón. En concreto esta 
estrategia tiene una relevancia importante si se hace hincapié en la idea del xenotrasplante de 
estos riñones embrionarios de cerdo, por las similitudes fisiológicas comentadas. Esto se debe a 
que el xenotrasplante de metanefros de cerdo ampliaría la disponibilidad de órganos además de 
contar con las ventajas en cuanto a rechazo que presenta el trasplante de tejido embrionario. 
Además el xenotrasplante de metanefros de cerdo, una vez empleado con seguridad y eficacia en 
los seres humanos, podrá proporcionar, un suministro ilimitado de donantes de órganos, lo que 
supondrá un cambio en el paradigma actual de sustitución de órganos, aportando grandes mejoras: 
- No habrá necesidad de transportar los órganos a través de largas distancias (Hammerman, 
2007). 
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- El trasplante se podrá hacer de forma efectiva en el momento conveniente (Hammerman, 
2009). 
-  El trasplante se podrá ofrecer a los individuos de alto riesgo y repetirse si es necesario 
(Brands et al., 2008). 
- El trasplante se podrá ofrecer a los pacientes que actualmente no los candidatos al no 
presentar una situación crítica, pero que son enfermos renales crónicos (Dekel et al., 2002). 
 
Además de las alternativas abiertas para aportar alternativas al trasplante convencional de riñón en 
las cuales todavía queda mucho que hacer, otro objetivo muy a tener en cuenta y que también se 
plantea en este trabajo es el de disponer de métodos que permitan la conservación a largo plazo de 
órganos enteros así como de sus sustitutos. Hasta ahora la vitrificación parece ser el método más 
idóneo para llevar a cabo este fin, sin embargo también habría que seguir desarrollando nuevas 
técnicas para mejorar los resultados actuales.  
En este trabajo en concreto,  dado que se ha demostrado que los metanefros vitrificados también 
se desarrollan in vivo, el paso siguiente iría enfocado a ver de qué manera estaría afectando a nivel 
metabólico y proteómico el proceso de vitrificación, además de llevar a cabo estudios de apoptosis 
celular. Sólo de este modo podría llegar a ser viable y segura en un futuro la creación de un 
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